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【背景】 
 P. chlororaphis により NO3-をN2O変換するいわゆる脱窒菌法は，環境試料の微量NO3-の定量および同位体
分析に利用されてきた(Christensen and Tiedje , 1988; Casciotti et al.,  2002)。NO3-の定量法を用いた場合、一
般的に定量分析で用いられている他の分析法と比較して、次の点で利点がある。(1) 塩による干渉がない。(2) カ
ドミコイルのNO3-からNO2-への還元効率の問題を持たない。 (3) 使用する測定機器が比較的安価。 (4) 分析で
環境汚染物質を出ない。それだけではなく、同位体分析に用いた場合、一般的に硝酸の同位体分析で用いられて
いる他の分析法と比較して、次の点で利点がある。(1) 高感度、高精度であるために必要なサンプル量が極めて
少ない。(2) 塩による干渉がないため、海水試料に適用可能。(3) 試料の処理工程が短時間で簡便である。これら
の利点のために、Christensen and Tiedje(1988)が公表した以降、土壌抽出物、地下水、大気、降雨などの様々
な試料に用いられてきた。 
 この方法には、培養を得るために10日間の培養を必要とするという問題がある。また、培地に脱窒活性（NO3-
→NO2-→NO→N2O）を誘導させるために添加した硝酸が培養の脱窒活性が低いなどの理由で、培養を10日間行
ったとしても、完全に取り除けないことによる、分析時での高いN2Oのブランクも問題である。 
 
【研究の目的】 
 分析ごとに、脱窒活性が誘導された培養を取得する必要性をなくし、しかも分析ごとで細胞懸濁液が含むNO3-
のプールや脱窒活性を一定にするために、培養を安定的に長期間維持させる方法の確立を目指した。さらに、こ
の方法が確立されることにより、培養を維持することが困難である僻地の現場で、生物学的に利用可能である
NO3-をより安定している状態である N2O に現場で変換することが可能になる。これまで、現場環境の状態での
硝酸のフラックスの知見を得たいという強い要望があり、そしてそれに応えられる。 
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Figure 1 P. chlororaphisの培養から脱窒活性の検出までのフロ  ー
  培養の保存のために使用されてきた包括固定化法を利用して、誘導された脱窒活性の長期化を検討した。検討
方法としては、培養を 3 種類のゲル化素材（PEG、アルギン酸カルシウム、寒天）、2 種類の保存処理（凍結、
凍結乾燥）およびゲル組成の様々な変更を行い、培養したバイオマスを集菌し、包括固定化した菌体に用いた。
そして、一定期間ごとに固定化菌体を採取し、N2O生成速度つまり脱窒活性をGC/MSを用いて定量した。 
 
【結果と考察】 
 寒天，アガロース，アルギン酸カルシウム，および PEG を比較検討した結果，寒天が最も要求性能に近い素
材であることが示された。1%寒天で固定化した菌体の脱窒活性を測定した結果、固定化 3 日目の脱窒活性 0.83 
µmol wet-g-1 h-1に対して，保存20日目ではその60%、46日目でも5%の活性が検出された。保存10日目では，
16.5 nmol NO3--Nを定量することが可能であった。10 %グリセロール水溶液に1% 寒天を添加して固定化菌体
を作成し，これを10%グリセロールを含む10mM リン酸バッファー（pH 7.4）で保存することにより、固定化
菌体の保存性は向上した；4か月間－80℃、－20℃、および4℃で保存したいずれの場合でも，0.2 µmol wet-g-1 
h-1以上の活性が維持された。これは固定化菌体の湿重量0.01 gで10 mLの 0.1 µM NO3--Nの全量を20分以内
で N2O に変換できる能力である。原著法と比較しても同等かそれ以上の活性が長期間維持されたことになり，
一旦固定化菌体を調製すれば，少なくとも4か月間は随時使用できる方法を確立した。 
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